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Резюме. Инфекции представляют собой распространенную проблему со здоровьем у людей всех 
возрастов. Обычно в ответ на инфекцию развивается местная реакция, и лечение не требуется. Одна-
ко иногда реакция на инфекцию неадекватна и может привести к дисфункции органа; это состояние, 
известное как сепсис. Патофизиология сепсиса многофакторная, и в развитии патологических про-
цессов, сопутствующих сепсису, иммунная система принимает самое непосредственное участие. Дис-
регуляторные нарушения при сепсисе могут наблюдаться в частности со стороны работы иммунной 
системы и непосредственно врожденного иммунитета, так как именно он является первой линией 
защиты нашего организма. Нейтрофильным грaнулоцитам в настоящее время отводится важная роль 
в развитии и поддержании воспалительных прoцессов, что обусловлено продукцией ими различных 
мeдиаторов воспаления. При этом на разных стадиях патогенеза иммунные факторы и механизмы 
выступают как в качестве генератора и исполнителя реакций повреждения, так и как основные со-
ставляющие защитных реакций организма. Неконтролируемый выброс эндогенных медиаторов 
воспаления, индуцируемый микроорганизмами, и недостаточность механизмов, ограничивающих 
их повреждающее действие, являются взаимопотенциирующими причинами органной дисфунк-
ции. Следовательно, дисфункция иммунной системы может развиваться и углубляться в процессе 
реализации любой неадекватной стратегии реагирования организма на воздействие инфекцион-
ного возбудителя. Целью исследования стало изучение спектра микроорганизмов, уровня нейтро-
фильных внеклеточных ловушек (НВЛ), PAD4, IL-6, IL-8 и их корреляций у больных с сепсисом и 
септическим шоком в зависимости от исхода заболевания. В исследование включены 44 пациента с 
сепсисом и септическим шоком и 20 условно здоровых доноров. У пациентов проводили забор цель-
ной периферической крови из локтевой вены в динамике с момента постановки диагноза до исхо-
да. Проведены микробиологические и иммунологические исследования. Полученные данные были 
обработаны в статистическом пакете SPSS Statistic 23.0. Развитие септических состояний сопрово-
ждается существенным изменением уровня исследуемых иммунологических показателей (НВЛ, IL-6, 
IL-8 и PAD4), токсичность ферментов лизосом и метаболитов кислорода, присутствующих в нейтро-
фильных внеклеточных ловушках, ведет к повреждению эндотелия, появлению очагов внутрисосу-
дистого воспаления, что наряду с действием микроорганизмов и их тoксинов приводит к развитию 
пoлиорганной недостаточности и наступлению смерти, высокие значения которых, вероятнее всего, 
приведут к летальному исходу. 
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Abtract. Infections represent a common health problem in people at any age. Usually, a local reaction 
develops in response to the infection, and intensive treatment is not required. However, sometimes the response 
to infection is inadequate and may lead to organ dysfunction; such condition is defined as septic state. The 
pathophysiology of sepsis is multifactorial, and the immune system is directly involved in development of 
pathological processes accompanying septic conditions. Dysregulatory disorders in sepsis may be observed, 
in particular, those affecting immune system and, immediately, innate immunity, which presents the first line 
of immune defense. Currently, neutrophilic granulocytes are considered important players in development 
and maintenance of inflammatory processes, which is due to their ability to produce various inflammatory 
mediators. At the same time, at different stages of pathogenesis, immune factors and mechanisms act both as a 
generating factors and effectors of damage reactions, as well as the main components of the defense responses. 
Uncontrolled release of endogenous inflammatory mediators induced by microorganisms, and lack of damage-
limiting mechanisms mutually synergize when promoting the organ dysfunction. Hence, dysfunction of the 
immune system may develop and deepen upon any inappropriate strategy of response to distinct infectious 
pathogen. The aim of our study was to assess the spectrum of microorganisms, levels of neutrophilic extracellular 
traps (NVL), PAD4, IL-6, IL-8 and their correlations in the patients with sepsis and septic shock, depending 
on the outcome of the disease. The study included 44 patients with sepsis and septic shock, and 20 apparently 
healthy donors. Peripheral blood samples were taken from the ulnar vein serially in dynamics, from the moment 
of diagnosis to clinical outcome. Microbiological and immunological studies have been carried out. The 
obtained data were processed with “SPSS Statistic 23.0” software. Development of septic conditions was found 
to be accompanied by a significant changes in the levels of studied immunological parameters (NLV, IL-6, IL-8 
and PAD4). Toxicity of lysosomal enzymes and oxygen metabolites present in neutrophilic extracellular traps 
leads to endothelial damage, appearance of focal intravascular inflammation, which, along with damaging 
effects of microorganisms and their toxins, leads to development of organ failure and onset. High burden   of 
these factors is most likely to cause lethal outcomes.

Keywords: sepsis, septic shock, neutrophil extracellular traps, PAD4, A. baumannii, IL-6, IL-8

Сепсис является одной из самых обсуждаемых 
проблем современной медицины. Это связано, 
прежде всего, с увеличением частоты его воз-
никновения и высокой смертностью, достигаю-
щей даже в ведущих клиниках 40% при сепсисе и 
80- 90% при септическом шоке [18]. 

Начиная с 1991 и до 2016 года трижды меня-
лись представления о диагностических критериях 
и определении понятия сепсис. Согласно новым 
дефинициям (Sepsis-3, 2016 год) сепсис необхо-
димо рассматривать не как синдром системной 
воспалительной реакции в ответ на инфекцию, а 
как угрожающую жизни дисфункцию, причиной 
которой является дисрегуляторный ответ орга-
низма на инфекцию [17]. Несмотря на то, что по-
стоянно появляются новые методические и кли-
нические рекомендации, изменение концепции 
сепсиса не позволяет окончательно преодолеть 
существующие трудности ранней постановки 
диагноза и оценки эффективности лечения [11]. 

В настоящее время признано, что сепсис 
включает в себя раннюю активацию как про-, так 
и противовоспалительных реакций [14] наряду 
с такими изменениями, как сердечно-сосуди-
стые, нейрональные, вегетативные, гормональные, 

био энергетические, метаболические, коагуля-
ционные [8, 12, 16], и все они имеют прогности-
ческое значение [17]. Неконтролируемый выброс 
эндогенных медиаторов воспаления, индуцируе-
мый микроорганизмами, и недостаточность ме-
ханизмов, ограничивающих их повреждающее 
действие, являются взаимопотенциирующими 
причинами органной дисфункции. И, несмотря 
на то, что предложено множество механизмов, 
объясняющих связь иммунной дисрегуляции с 
полиорганной недостаточностью, до сих пор па-
тогенетический механизм их взаимосвязи при 
сепсисе остается неясным [13]. При сепсисе на-
блюдается иммунная дисрегуляция, в которой 
участвуют все звенья как врожденного, так и 
адаптивного иммунитета. В основе сепсиса лежит 
синдром системного воспаления с неконтроли-
руемым выбросом цитокинов. В настоящее время 
среди цитокинов наиболее распространенными 
биомаркерами сепсиса являются интерлейкины 
6 и 8. По современным данным интерлейкин-6 
(IL-6) является одним из важнейших медиаторов 
острой фазы воспаления и выступает как диагно-
стический маркер [7], а интерлейкин-8 (IL-8) – 
одним из основных хемокинов, стимулирующих 
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миграцию нейтрофилов, моноцитов и лимфоци-
тов в очаг воспаления [4]. 

Нейтрофильным грaнулоцитам – основным 
клеткам врожденного иммунитета – в настоящее 
время отводится важная роль в развитии и под-
держании воспалительных прoцессов, что об-
условлено, в первую очередь, продукцией ими 
различных мeдиаторов воспаления [3]. Помимо 
способности к фагоцитозу и дегрануляции ней-
трофилы обладают способностью образовывать 
внеклеточные структуры. Эти структуры получи-
ли название «нейтрофильные внeклеточные ло-
вушки» (Neutrophil Extracellular Traps, NETs или 
НВЛ) [10]. Нейтрофильные ловушки – один из 
важных механизмов противоинфекционной за-
щиты при сепсисе, биологическая роль которого 
не менее важна, чем способность к фагоцитозу и 
секреции медиаторов. В ранее опубликованных 
нами работах было показано достоверное увели-
чение НВЛ у септических больных с летальным 
исходом на первые [2] и последние сутки [5].

При изучении механизмов образования 
нейтрофильных внеклеточных ловушек было 
установлено, что процесс образования НВЛ, 
прежде всего, требует активации пептидиларги-
ниндеиминазы 4 (PAD4) под действием НАДФ-
оксидазы, опосредованной посредниками с 
активными формами кислорода [15]. PAD4 пред-
ставляет собой кальций-зависимый фермент, 
который катализирует превращение пептидил-
аргинина в пептидил-цитруллин. PAD4 локали-
зован в цитоплазме моноцитов, Т- и В-клеток, 
нейтрофилов, эозинофилов и натуральных кил-
леров и может перемещаться в ядро после акти-
вации клеток [9]. Изменение уровня PAD4 при 
сепсисе не изучалось. 

Исход сепсиса зависит от особенностей ответа 
иммунной системы макроорганизма и характера 
микробной флоры. Вид микроорганизма, вызы-
вающий септические состояния, является важ-
ным фактором, определяющим не только кли-
ническое течение, но и исход, а резистентность 
возбудителя к антибактериальным препаратам 
имеет и огромное социально-экономическое 
значение [1].

Исходя из вышеизложенного, целью наше-
го исследования стало изучение спектра микро-
организмов уровня НВЛ, PAD4, IL-6, IL-8 и их 
корреляций у больных с сепсисом и септическим 
шоком в зависимости от исхода заболевания.

Для решения поставленных задач за период 
с 2014 по 2019 годы проведено обследование 44 
пациентов с сепсисом и септическим шоком, на-
ходившихся на лечении в отделении реанимации 
и интенсивной терапии ГБУЗ «Челябинская об-
ластная клиническая больница». Возраст паци-
ентов варьировал от 19 до 78 лет, средний возраст 
составил 54,9 лет. Из 44 пациентов было 24 муж-
чины и 20 женщин. У пациентов проводили забор 
цельной периферической крови из локтевой вены 
в динамике с момента постановки диагноза до ис-
хода. Обследуемые в зависимости от исхода были 

разделены на две группы: в 1-ю группу (n = 25) 
включены пациенты с благоприятным исходом, 
во 2-ю группу (n = 19) – пациенты с неблагопри-
ятным (летальным) исходом, контрольную груп-
пу составили условно здоровые доноры (n = 20). 
Анализ всех изучаемых показателей был проведен 
ретроспективно на первые и третьи сутки.

Микробиологическая диагностика клини-
ческого материала проводилась на базе лабо-
ратории клинической микробиологии ГБУЗ 
«Челябинская областная клиническая больни-
ца» при помощи автоматизированной систе-
мы BacT/ALERT3D60 (BioMerieux, Франция). 
Идентификацию и определение чувствительно-
сти выделенных микроорганизмов проводили 
с помощью микробиологического анализатора 
VITEK®2 Compact (BioMerieux, Франция). Для 
определения чувствительности к антимикроб-
ным препаратам грамотрицательных, грамполо-
жительных микроорганизмов, дрожжеподобных 
грибов применялись одноразовые карты, ис-
пользуемые с приборами серии VITEK®2.

Иммунологические исследования проводили 
на базе НИИ иммунологии и на кафедре микро-
биологии, вирусологии, иммунологии и кли-
нической лабораторной диагностики ФГБОУ 
ВО ЮУГМУ Минздрава России. Уровень PAD4 
определяли с помощью набора фирмы производ-
ства Wuhan Fine Biotech Co., Ltd (Китай) на ав-
томатическом иммуноферментном анализаторе 
ChemWell 2910 (Awareness Technology, Inc., США). 
Этот набор основан на «сэндвич»-варианте им-
муноферментного анализа. 

Концентрации IL-6 и IL-8 определяли мето-
дом твердофазного иммуноферментного анали-
за с использованием коммерческих тест-систем 
производства АО «Вектор Бест» (Россия) на ав-
томатическом иммуноферментном анализаторе 
ChemWell 2910 (Awareness Technology, inc., США). 
Метод определения уровня IL основан на трех-
стадийном «сэндвич»-варианте твердофазного 
иммуноферментного анализа с применением 
моно- и поликлональных антител к исследуемым 
интерлейкинам.

Определение и подсчет НВЛ осуществляли 
по следующей методике: 1) из цельной перифе-
рической крови готовили мазок на обезжирен-
ном предметном стекле; 2) фиксировали мазок 
96%-ным этиловым спиртом, далее подсушивали 
мазок на воздухе; 3) фиксированный препарат 
окрашивали по методу Романовского-Гимзе и 
высушивали на воздухе; 4) учет проводили с по-
мощью светового микроскопа, в котором внекле-
точная ДНК представлена тонкими фиолетово-
красными нитями, занимающими пространство, 
в 2-3 раза превосходящее диаметр неизмененно-
го лейкоцита; 5) проводили подсчет следующих 
морфологических групп: 1-я группа объединяет 
клетки с сегментированным ядром, 2-я группа 
включает клетки с U- или S-образным ядром, 3-я 
группа – это клетки с недифференцированным 
ядром, и к 4-й группе относят свободнолежащие 
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красно-фиолетовые волокна, представляющие 
собой нити ДНК; определяли процентное содер-
жание каждой морфологической единицы на 100 
структур. На данную методику получен патент 
№ 2715557 «Способ обнаружения внеклеточной 
ДНК в цельной периферической крови» [6]. 

Полученные данные были обработаны в ста-
тистическом пакете SPSS Statistic 23.0. Различия 
между группами выявляли с помощью критерия 
Манна–Уитни и считали статистически значи-
мыми при р < 0,05. Для описания полученных 
данных использовали медиану (Ме) и квартили 
(Q0,25-Q0,75). Корреляционный анализ проводили 
методом ранговой корреляции по Спирмену. 

Результаты микробиологического исследо-
вания показали, что из 44 пациентов грамполо-
жительная флора, представленная Staphylococcus 
epidermidis, была идентифицирована у 2 паци-
ентов, грамотрицательные микроорганизмы – у 
12, в том числе у 8 пациентов – с благоприят-
ным исходом, у 4 – с неблагоприятным исходом. 
Среди грамотрицательных микроорганизмов у 
пациентов, независимо от исхода, преобладал 
Acinetobacter baumannii. У 30 пациентов высеива-
лась смешанная флора – как грамположитель-
ные, так и грамотрицательные микроорганизмы. 
Спектр возбудителей при смешанной инфекции 
у пациентов с благоприятным исходом был пред-
ставлен Klebsiella pneumoniae (62,5%), Acinetobacter 
baumannii (50,00%), Enterococcus faecium (43,75%), 
Enterococcus faecalis (25%), Escherichia coli (18,75%), 
Staphylococcus aureus (18,75%), Pseudomonas aeru-
ginosa (12,5%), Staphylococcus hominis и Staphy-
lococcus haemolyticus в одинаковом проценте слу-
чаев (6,25%). 

Этиологическая структура смешанной ин-
фекции при летальном исходе была представле-
на в основном Acinetobacter baumannii (53,33%), 
Escherichia coli (46,6%), Klebsiella pneumoniae 
(40%), Enterococcus faecium (30,3%), Pseudomonas 
aeruginosa (20%), Enterococcus faecalis (20%). 

При анализе полученных данных установле-
но, что иммунологические показатели при сеп-
сисе достоверно отличаются от аналогичных по-
казателей группы контроля, независимо от суток 
проведения исследования и исхода заболевания. 
При анализе иммунологических показателей 
больных с сепсисом регистрируются следующие 
изменения – на первые сутки у больных с небла-
гоприятным исходом регистрируется значимое 
увеличение уровней IL-6 и IL-8 относительно 
показателей больных с благоприятным исходом, 
а к 3-м суткам – еще и увеличение РАD4, а также 
количество внеклеточных сетей. Данные пред-
ставлены в таблице 1.

При проведении корреляционного анализа 
выявлены прямые корреляционные связи между 
уровнями PAD4, НВЛ и PAD4 у пациентов с бла-
гоприятным исходом. У больных с неблагопри-
ятным исходом установлено, что уровень PAD4 
коррелирует с уровнями IL-6, IL-8.

Данные представлены в таблице 2.
На основании полученных данных можно сде-

лать заключение, что высокие уровни изучаемых 
иммунологических показателей (НВЛ, IL-6, IL-8 
и PAD4), которые регистрируются на первые сут-
ки заболевания и существенно не снижаются в 
динамике, вероятнее всего приведут к летальному 
исходу. Можно предположить, что гиперактива-
ция иммунной системы, чрезмерное образование 

ТАБЛИЦА 1. ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ У БОЛЬНЫХ С СЕПСИСОМ С БЛАГОПРИЯТНЫМ 
И НЕБЛАГОПРИЯТНЫМ ИСХОДОМ, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. IMMUNOLOGICAL PARAMETERS IN PATIENTS WITH SEPSIS WITH A FAVORABLE AND UNFAVORABLE OUTCOME, 
Me (Q0.25-Q0.75)

Показатели, единицы
Indicators, units

Контрольная 
группа

Control group
n = 20

Пациенты с благоприятным 
исходом

Patients with a favorable outcome
n = 25

Пациенты с неблагоприятным 
исходом

Patients with poor outcome 
n = 19

1-е сутки
1st day

3-и сутки 
3rd day

1-е сутки
1st day

3-и сутки
3rd day

НВЛ, отн. кол-во 
NET, rel. number

1,5
(0,25-2,00)

18,5* 
(10,00-27,25)

18,0* 
(10,5-32,0)

22,0* 
(14,0-34,0)

37,0* ** 
(24,0-51,0)

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/ml

21,9
(19,98-23,90)

77,3* 
(32,5-174,7)

58,7* 
(32,65-90,85)

256,1* ** 
(129,2-398,4)

206,1* ** 
(77,60-327,73)

IL-8, пг/мл
IL-8, pg/ml

17,2
(15,58-18,11)

61,8*
(34,68-89,50)

50,7* 
(21,83-89,12)

133,0* ** 
(80,33-254,74)

135,8* ** 
(75,91-217,03)

PAD4, нг/мл
PAD4, ng/ml

0,9
(0,45-1,21)

34,6* 
(26,8-53,4)

28,0*
(25,00-36,05)

35,7* 
(28,5-39,0)

34,6* ** 
(28,8-51,8)

Примечание. * – статистически значимые отличия по сравнению с группой контроля, р < 0,05; ** – статистически 
значимые отличия по сравнению с группой больных с благоприятным исходом, р < 0,05.

Note. *, statistically significant differences compared to the control group, p < 0.05; **, statistically significant differences 
in comparison with the group of patients with a favorable outcome, p < 0.05.
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сетей ДНК, содержащих различные медиаторы 
воспаления, нарушение регуляции фагоцитар-
ной реакции биологически активными вещества-
ми (нейромедиаторами, гормонами, простаглан-
динами, биогенными аминами, пептидами и др.) 
вызывают локальные аутоиммунные реакции с 
повреждением тканей, а токсичность ферментов 

лизосом и метаболитов кислорода, присутствую-
щих в нейтрофильных внеклеточных ловушках, 
приводит к повреждению эндотелия, появлению 
очагов внутрисосудистого воспаления, что наря-
ду с действием микроорганизмов и их тoксинов 
инициирует развитие пoлиорганной недостаточ-
ности и наступление летального исхода.

ТАБЛИЦА 2. КОРРЕЛЯЦИОННЫЕ СВЯЗИ МЕЖДУ PAD4 И ИММУНОЛОГИЧЕСКИМИ ПОКАЗАТЕЛЯМИ У ПАЦИЕНТОВ 
С СЕПСИСОМ
TABLE 2. CORRELATION LINKS BETWEEN PAD4 AND IMMUNOLOGICAL PARAMETERS IN PATIENTS WITH SEPSIS

Показатель
Indicator

Коэффициент 
корреляции (ρ)

Correlation coefficient (ρ)
р

Пациенты с благоприятным исходом 
Patients with a favorable outcome

(n = 25)
PAD4, 1-е сутки – НВЛ, 1-е сутки
PAD4, 1st day – NET, 1st day 0,401 0,047

PAD4, 3-и сутки – PAD4, 1-е сутки
PAD4, 3rd day – PAD4, 1st day 0,814 < 0,001

Пациенты с неблагоприятным исходом 
Patients with poor outcome

(n = 19)
PAD4, 1-е сутки – IL-6, 1-е сутки
PAD4, 1st day – IL-6, 1st day 0,457 0,049

PAD4, 1-е сутки – IL-8, 3-е сутки
PAD4, 1st day – IL-8, 3rd day -0,483 0,036
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